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Inventia se refet la biotehnologiesi anume la un procedeu detimliere a unui preparat enzimatic cu activitgte

glucozidazié.

Preparatul enzimatic hidrolitic ghut din tulpina de micromicete Aspergillus nigeNKN-FD-10 conine n

calitate de componenhte baz enzimaf-glucozidaza cu activitate Tnalde scindare a laturii B-glucozidice din

aril B-D-glucozidesi din dizaharide, n principal, din celobinzi poate fi utilizat in oenologie, pentru amplifiear

aromei de soi a vinurilor de calitate, de asemémne&dustriile eterooleaginoasfarmaceutig, cosmetia, de

fabricare a sucurilor, alte ramuri industriale, pereliberarea substglor aromatice care sésgsc in materia priin

vegetah (struguri, pomgoare, biomas de planter eterooleaginoase, sucuri etc.) in diegat in formi de

glucozide.

Continutul redus al componentelor enzimatice sateliedopiohidrolaze, endoglucanaze, xilanaze) nu diewz

valoarea practica preparatului, astfel asiguhidroliza polizaharidelor structurale ale pereteiular al materiei

vegetale, contribuid la cggerea randamentului produsului final, favorizantivétatea -glucozidazelor.

Sestie @ tulpinile de micromicete din genurile TrichoderniRenicillium, Fusarium, Aspergilus sunt principalii

produditori de hidrolaze exocelulare, inclusiv celulazgilanaze, la nivel industrial.

De asemenea este bine cunoséutie toate microorganismele prodtmare de enzime celulozolitice au capacitatea

de a producssi B-glucozidaze— componerit a complexului celulazic, spre exemplu unele tulgim genul

Trichoderma- cunoscute ca prodiimare de celulaze, fapt ce diminug&aloarea lor industrial[1].

La nuriirul produditorilor activi dep-glucozidaze pot fi raportate speciile genului Agiius, In particular tulpina

Aspergillus niger CNMN-FD-10, procedeul care prexecdultivarea submetspe un mediu cu uriitoarea

compoziie (g/L): borhot de sfesl- 20, tr&e de grau-20, NaNQ - 2,5, KHbPO, - 1,0, KCI- 0,1, CaCl - 2H,0 -

0,1, MgSO4-7HD - 0,3, aj pari la 1L, pH-ul infial 6,0, durata cultisrii de 8 zile,si sedimentarea complexului

enzimatic Th condii clasice (pH-ul nativ al lichidului cultural 7,58,0si raportul V/V a lichidului cultural : alcool

etilic (LC:AE) 1:4, asigut oktinerea preparatului enzimatic ce gae 4 componente: celobiohidrolazel?2...15

u/g; endoglucanaze 450...480 u/g, xilanaze 2800...3200 u/g3-glucozidaze- 240...270 u/g [2].

Dezavantajul celei mai apropiate s@leonst in faptul & in condiile marcate tulpina nu realizeata maximum

capacitatea de biosintea 3-glucozidazelor.

Problema pe care o sgilbneaz invertia const Tn crearea contiilor pentru intensificarea bioseintez@-

glucozidazelor la tulpina Aspergillus niger CNMN FID prin elaborarea a noi regimuri de cultivardjatit i

selectarea congiior favorabile de sedimentare a complexului erdim din lichidul cultural, orientate spre

pastrarea nivelului Tnalt al activitii B-glucozidazelor.

Procedeul de almere a unui preparat enzimatic cu activittglucozidazié prevede Tnsméanarea suspensiei de

spori de (2,5.3,0) x (16...10") spori/mL ai tulpinii Aspergillus niger CNMN-FD-1ib cantitate de 5,0% vol. pe un

mediu de cultur cu urniitorul raport al componentelor, g/L: borhot de sfeeP5,0, tir&e de grau- 20,0, NaNQ-

3,0, KbPO, - 1,0, KCI- 0,1, CaC] - 2H0 - 0,1, MgSQ - 7THO - 0,3si api parala 1,0 L, la un pH 5,5.6,0si

cultivarea submesda temperatura de 2830 °C cu agitare contiiuin decurs de 7 zile, apoi lichidul de cuitse

sepaii de biomas, se aciduleaz pari la valoarea pH 3,0, se trat&azu alcool etilic rectificat #cit pari la

temperatura de -10-12°C, in raport de respectiv 1:2, dugare se sepapreparatul enzimatic prin centrifugare.

Rezultatul congtin oltinerea preparatului enzimatic gat purificat, cu nivel Tnalt al activitii 3-glucozidazelor,

mai puin de 1525 u/g, ce degeste de 5,6...6,3 ori nivelul din cea mai apropiabluie si in cantititi reduse a

restului componentelor complexului enzimatic: cébidrolaze- 4,1 u/g, endoglucanaze 64,0 u/g, xilanaze-

1022 ulg, destinat utilizii in oenologie, pentru amplificarea aromei de aovinurilor de calitate, in industriile

eterooleaginods farmaceutig, cosmetia, de fabricare a sucurilor.

Rezultatul se datoreafaptului & procedeul se efectuesain dod etapegi anume:

I. Cultivarea submessin sistem discontinuu a tulpinii de micromicetep@syillus niger CNMN-FD-10 timp de 7

zile, in condiii de agitare continula temperatura de 28...30°C, pe mediul selectatrottoarea compoge (g/L):

borhot de cfed - 25,0, tr&e de grau- 20, NaNQ - 3,0, si restul grurilor minerale in raport nemodificat

KH,PO, - 1,0, KCI- 0,1, CaCl2H,0 - 0,1, MgSQ- 7H,0O - 0,3, aj pari la 1L, cu pH-ul infial de 5,5...6,0.

Il. Separarea preparatului enzimatic de lichidukwal al produétorului prin sedimentare cu alcool etilic care

include agunile:

- filtrare mecanig si centrifugare a lichidului cultural de bionigas

- acidifierea filtratului de lichid cultural péra pH-ul 3,0;

- sedimentarea complexului enzimatic din licidultaral al produatorului cu alcool etilic de 96°, preventiiait (-
10... -12°C) la raportul LC:AE 1:2;

Avantajele procedeului:

- Activitatea B-glucozidazelor Tnait datoriti condiiilor special selectate de cultivare a prottocului si de
sedimentare din lichidul cultural ce dgpste cea mai apropiasoluie de 5,6...6,3 ori.

— Reducerea duratei de cultivare cu 24 ore.

- Reducerea volumului de etanol de 2 ori la recuparaomplexului enzimatic din filtratul de culiur
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Exemplul 1

I. Tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN-HAD se cultid pe mediul optimizat, cu uritoarea
compoziie (g/L): borhot de cfeal- 25,0, trée de grau- 20,0, NaNQ@ - 3,0, KH,PQ, - 1,0, KCI- 0,1, CaC}
-2H,0 - 0,1, MgSQ:- 7H,O — 0,3 si api para la 1L cu pH injial 5,5. Mediul se repartizeazéate 0,2 L in vase
Erlenmayer cu capacitatea de dildupa sterilizare prin autoclavare la 120°C, timp derd, i racire pan la 30°C
se inoculeaz cu 5 % v/v de suspensie de spori (2,5...3,Fx10’ spori/ml) a culturii de 10.12 zile crescui pe
suprafge inclinate de malagar. Retortele se montégze un agitator cu viteza de rggade 200 rot./min. Cultivarea
se realizeaxzin incipere cu termostatare la temprtatura de 30°C, tienp68 ore.

II. Dupa cultivare lichidul cultural se segarde biomas prin filtrare mecanit sau centrifugare. Complexul
enzimatic se separdin filtratul de cultu prealabil acididulat p&nla pH-ul 3,0 prin sedimentare cu alcool etilic
rectificat luate n raportul LC:AE de 1:8i, centrifugare la 6000 rot./min, timp de 10 mintedior in preparatul
oktinut se determi activititile enzimatice:B-glucozidazi@, celobiohidrolazig, endoglucanazicsi xilanazia,
dupa agiunea asupra substraturilor specifice, respeetin-nitrofenilf3-D-glucopiranozid, hartie de filtru, Na-
carboximetilceluloz, si dozarea zaharurilor reditoare, prin metoda Somogy-Nelson. Tn ceiildi marcate aceste
activitati constituie (u/g)f3-glucozidazia — 1545, celobiohidrolazic- 4,05, endoglucanazic- 63,8si xilanazici —
1020.

Exemplul 2

Se repet procedura ca in exemplul 1. Mediul nutrigitemperatura cultiérii se modific dupi cum urmeaz

I. Tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN-HAD se culti4 pe mediul cu uratoarea compoge (g/L):
borhot de cfed - 25,0, tréte de grau- 20,0, NaNQ - 3,0, KH,PO,~ 1,0, KCI - 0,1, CaC -2H,0 - 0,1,
MgSOy- 7TH,O - 0,3si api pari la 1L, la un pH irjal de 6,0.

Cultivarea se efectueain vase Erlenmayer cu capacitatea de 1 L catd Orzdiu, pe un agitator cu viteza de
rotatie 200 rot/min, Tn termostate la temperatura d&C28mp de 168 ore, in rest cofidie sunt identice ca in ex.1.

[l. Conditiile de recuperare a complexului enzimatic dirrdill de cultu sunt identice celor din ex.1: ajustarea
prealabi a pH-lui la valoarea 3,0; raportul LC:AE 1:2.

Preparatul enzimatic ghbut prezin urmatoarele activiiti (u/g): B-glucozidazia — 1528, celobiohidrolazic- 4,07,
endoglucanazic- 62,7, xilanazig — 1018.



